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各種歯牙保存液が培養線維芽細胞に及ぼす影響
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浸透圧比は生理食塩水の浸透圧に対する各被験液の比で示す
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24H
　　　　　　　　　　図2：Cell　Proliferation　Kt　ll（XTT）による呈色反応
細胞増殖および細胞の生存率をCel1　Proliferation　Kt　n（XTT）Cat．No．1465015　（ロシュ・ダイングノスティッ
クス株式会社）による呈色反応をMicroplate　Readerで定量化した．
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図3：細胞の形態観察　×100
クス株式会社）による呈色反応をMicroplate
Readerで定量化し観察を行った（図2）．なお，
生存率の統計処理はStudentのttestを用いて
統計的な有意性を評価した．
結 果
1．細胞の形態観察
　細胞の形態観察ではコントロールの細胞の形態
は，被検液に置換した直後から，培養線維芽細胞
は48時間まで数の減少もなく，形態は紡錘形を示
し異常は確認できなかった（図3）．ネオ群では
被検液に置換後，3時間まで細胞数はほとんど変
化がなく，6時間後から細胞数の減少がみられ
た．細胞形態は24時間後から円形を呈する細胞が
多く認められた（図4）．保存群では被検液に置
換後，3時間後から細胞数の減少がみられ，6時
間後からはその傾向は顕著に認められた．細胞形
態は24時間後から円形を呈する細胞が多くみられ
た（図5）．牛乳群では被検液に置換後，6時間
後から細胞数の減少が認められた．細胞形態は6
時間後から円形を呈する細胞がみられたが，円形
を呈する細胞数は6時間後から48時間後まで変化
が認められなかった（図6）．生食群では被検液
に置換後，6時間後細胞数の減少がみられ，各種
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被験液に比べ6時間後から細胞数が著しく減少し
ていることが認められた．細胞形態は3時間後か
ら円形を呈する細胞が多くみられた（図7）．
2．細胞増殖および細胞の生存率
　細胞増殖および細胞の生存率をCell　Prolifera－
tion　Kt　ll（XTT）を用いた呈色反応の定量化に
よる細胞増殖および細胞の生存率では，ネオ群で
は3時間後よりも6時間後に吸光度1．028と高い
値を示し，24時間後に0．866を示し，48時間後に
は吸光度が低くなることが確認できた．保存群は
最も吸光度が有意に低い（p＜0．001）値を示
し，3時間後に吸光度が0．482を示したが，6時
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間後にはO．267を示し，経時的に低くなった．牛
乳群は各群に比べ吸光度が有意に高い（p〈
0．001）値を示し，3時間後に1．227を示したが，
48時間後も1．420を示し生存率が高くなった．生
食群ではネオ群と同様に6時間後に吸光度0．798
と高い値を示し，24時間後には0．209，48時間に
は0．118を示し吸光度が低くなることが確認でき
た．（表2，図8）．
考 察
小児期は転倒や転落など口腔外傷の頻度が多
く，乳歯や幼若永久歯では支持組織も未成熟であ
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図8：各種保存液と細胞数の変化
り脱臼など歯が脱落することが多い．小児歯科臨
床でも外傷症例に遭遇することが多く，歯が脱落
した場合には歯根膜の可及的保存が必要不可欠で
あり，患歯の予後を左右する重要な因子となる．
外傷により歯が脱落し再植が行われるまでに歯根
膜が乾燥した場合には，再植後に歯根膜細胞が壊
死し再植歯が骨性癒着や歯根の吸収を招くといわ
れている［8、釣．そのためにも脱落した歯の歯根膜
組織を可及的に保存する必要があり，口腔外環境
における当該組織の保護を目的とした歯牙保存液
の応用が必要不可欠である．特に，歯根膜組織の
保護効果のほかに緊急時における入手の容易性や
溶液の安定性が必要であり，牛乳は適切な保存液
の第一選択として歯根膜組織に為害性がほとんど
なく，入手が容易であることから緊急時の保存液
として推奨されている：”P．また，これらを満た
す剤品の開発や研究もなされており，ソフトコン
タクトレンズの保存液，生理食塩水，スポーッ飲
料水を用いた報告171もみられる．そこで今回は2
種類の保存液と牛乳，生理食塩水を対照用として
培養線維芽細胞への影響について検討した．
　ヒト歯根膜細胞では細胞の活性の維持を目的と
した保存液の条件としては浸透圧，pHが生理的
であることがあげられ，温度によって細胞の代謝
を抑制することも報告：Vされている．今回用いた
保存液は室温下で保管しp且も一定していること
から保存液として良好な条件を備えていると考え
られる．
　再植歯の保存方法や再植の報告で塩路らL’2｝は生
食，牛乳および10％牛胎児血清含有dulbwcco’s
Modified　Eagle’s　Mediumを培養液として使用
し，各種保存時間による細胞の影響を検討した結
果，生食，牛乳および培養液ともに30分保存では
細胞数が70～80％を示し，保存液の種類にかかわ
らず増加率は減少傾向を示すことを報告してい
る．しかしながら牛乳では120分で132％，培養液
では60分で120％まで増加し，それ以後保存時間
が長くなると細胞数の増加率が徐々に減少する傾
向を示すが，生食ではほとんど増加傾向を示さな
いことを報告している．また，河合17の報告でも
移植・再植用歯保存液は牛乳と同程度の細胞活性
を示し，細胞形態の観察からも問題のない所見を
得たため脱落歯保存液として有効であると報告し
ている．淺井狛らは，抜去歯を移植・再植用歯保
存液に24時間含浸した後に再植した場合の病理組
織像において歯根膜組織の再生が認められたこと
を報告していることから，脱落歯の再植時には歯
根膜組織をできるだけ損傷しないような術式と保
存法の採用が重要であると考えられる．
　XTTを用いたnon－RI呈色システムは細胞の
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増殖や生存率はRIを使わない吸光度の測定で定
量化するようにデザインされており，細胞障害性
や増殖阻止を定量化するために使用されている．
また，Micropla七e　Readerで直接定量することか
ら信頼性も高くコンピューター処理によって直接
データの収集，計算が可能になり多くの試料を迅
速かつ容易に処理できることから，本研究におい
ても細胞増殖および細胞の生存率を確認するため
にXTTを用いた呈色反応の定量化による細胞増
殖および細胞の生存率の確認は有用であると考え
られる．
　ネオ群の細胞形態の観察では被検液に置換
後，3時間まで細胞数はほとんど変化がなく，6
時間後から細胞数の減少がみられた．細胞形態は
24時間後から円形を呈する細胞が多く認められ
た．細胞増殖および細胞の生存率では牛乳群に次
いで6時間後に吸光度が高くなり，24時間後から
低くなった．これはネオ群の組成に塩化カリウ
ム，塩化マグネシウム，硫化マグネシウム，塩化
カルシウムなどの無機塩類と浸透圧調整剤等から
構成されpHが7．2であることから細胞培養液に
類似した成分構成であるための結果と考えられ
た．
　保存群の細胞形態の観察では被検液に置換
後，3時間後から細胞数の減少がみられ，6時間
後からはその傾向は顕著に確認できた．細胞形態
は24時間後から円形を呈する細胞が多くみられ，
細胞増殖および細胞の生存率は吸光度が最も低い
値を示した．保存群は歯科用インプラント用抜去
及び代用歯根保存液であるが抜去歯を移植歯とし
て保存する目的に開発されているため，リンゲル
液を基礎としており，新陳代謝促進のためコンド
ロイチン硫酸ナトリウム，クロロブタノールが腐
敗防止に添加されていることから細胞の活性維持
に悪影響を及ぼしていると推測できた24）．
　牛乳群の細胞形態の観察では被検液に置換
後，6時間後から細胞数の減少がみられ，細胞形
態は6時間後から円形を呈する細胞が多く認めら
れたが，円形を呈する細胞数は6時間後から48時
間後まで変化がみられなかった．細胞増殖および
細胞の生存率では48時間後まで吸光度が高い傾向
がみられた．これは今までの報告卜18）の通り，牛
乳は浸透圧の等張性，pHが生理的であることや
牛乳自体に含有する糖質のラクトースや蛋白質の
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カゼイン，アルブミン，各種ミネラルを豊富に含
んでいる．また，膜からの吸収に都合のよい微細
な球状を呈する乳脂肪はエネルギー源として優れ
ており，膜構成に必要なリン脂質はじめ遊離コレ
ステロールも豊富に含まれている．糖質は微量の
グルコースやガラクトースも含まれ，ミネラルは
カルシウム，リン，マグネシウムなどを多く含
み，pHの維持，浸透圧の調節などエネルギー代
謝の補因子として重要な働きをすることから本実
験群でも細胞増殖率や生存率が最も高くなったと
推測できた．
　生食群の細胞形態の観察では被検液に置換
後，6時間後細胞数の減少がみられ，各種被験液
に比べ6時間後から細胞数が著しく減少した．細
胞形態は3時間後から円形を呈する細胞が多くみ
られた．細胞増殖および細胞の生存率では6時間
後に高い吸光度を示し，24時間後にから吸光度が
低くなった．生理食塩水は電解質溶液であり長時
間の浸積保存により基質形成形の細胞のみならず
休止期にある細胞も破壊され，細胞活性が失われ
ることから歯根膜組織への強度の傷害が生じ，本
研究でも細胞数の減少や細胞形態の変化が早期に
みられたと推測できる26）．
結 論
　培養線維芽細胞の形態観察と生存率の推移につ
いて検討した結果，歯根膜細胞の保護という観点
から牛乳群の生存率が最も高く，次いで，ネオ群
の順に有用性が確認できた．しかしながら，歯牙
保存液が歯根膜組織に与える影響は不明確であ
り，in　vivoでの検索により有用な保存液と組成
分を検討する必要性も推測できた．
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